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RESUMO

A preocupagao com a resisténcia e a toxicidade dos fungicidas trouxe a necessidade
de explorar alternativas para o controle da Mancha Marrom de Alternaria (MMA),
causada pelo fungo Alternaria alternata. Objetivou-se com este trabalho avaliar o
efeito dos 6leos essenciais (OEs), em diferentes concentragdes, no controle da MMA.
O experimento 1, realizado in vitro, foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 2x4x5, sendo dois métodos de controle
(preventivo e curativo), quatro gendtipos de limao para extracdo de OE (Amber,
Eureka, Harvey e Siciliano) e cinco concentragées de OE (0, 2, 4, 8 e 16 uL ml-'), com
trés repeticbes por concentragdo. No experimento 2, realizado in vivo, foi instalado
em DIC, em esquema fatorial 2x4x3, com trés repeticbes, sendo dois métodos de
controle (preventivo e curativo), quatro gendétipos de lim&o para extracéo de OE e trés
concentragdes de OE (0, 8 e 16 L ml"'). No método de controle preventivo aplicou-se
aproximadamente 1 ml das diferentes concentragdes da solugdo com OE + Tween 80
(1%), ap6s duas horas foi aplicado 1ml da solugdo do patdégeno. Para o teste de
controle curativo, foi aplicado 1ml da solugédo do patdégeno as folhas, e apos 24h, foi
aplicada a solugdo com OE + Tween 80. As avaliagdes de severidade foram
realizadas durante sete dias apds a inoculagdo do fungo. Utilizando os dados de
severidade foi calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD).
Os dados foram submetidos a anadlise de variancia, quando significativos para
meétodos de controle e gendtipos de limédo para extragdo de OE, foram comparados
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Quando significativo para concentragao
foram analisados por regressdao. O método de controle preventivo, no experimento in
vitro, € melhor no controle do fungo Alternaria alternata. O genétipo Amber destacou-
se no controle do fungo, tanto no método preventivo quanto no curativo. Os OEs dos
quatro gendtipos, nos dois métodos de aplicagao, proporcionaram maior controle do
fungo com o aumento da concentragdo dos OEs. No experimento in vivo ndo houve
diferenca entre os métodos de controle. Os OEs extraidos de todos os gendtipos
proporcionaram maior controle quando foi utilizada a maior concentragao (16uL ml-').
O genotipo Amber apresentou o maior controle do fungo.

Palavras-chave: Citrus limon, d-limoneno, mancha marrom de alternaria



ABSTRACT

Concern about fungicide resistance and toxicity has led to the need to explore
alternatives for controlling Alternaria Brown Spot (MMA), caused by the fungus
Alternaria alternata. The objective of this work was to evaluate the effect of essential
oils (EOs), in different concentrations, on the control of MMA. Experiment 1, carried
out in vitro, was carried out in a completely randomized design (DIC), in a 2x4x5
factorial scheme, with two control methods (preventive and curative), four lemon
genotypes for EO extraction (Amber, Eureka, Harvey and Siciliano) and five
concentrations of EO (0, 2, 4, 8 and 16 uL ml"), with three replicates per concentration.
In experiment 2, carried out in vivo, it was installed in DIC, in a 2x4x3 factorial scheme,
with three replications, two control methods (preventive and curative), four lemon
genotypes for EO extraction and three EO concentrations (0, 8 and 16 L ml"). In the
preventive control method, approximately 1 ml of different concentrations of the
solution with EO + Tween 80 was applied, after two hours, 1 ml of the pathogen
solution was applied. For the curative control test, 1ml of the pathogen solution was
applied to the leaves, and after 24h, the solution with EO + Tween 80 was applied.
Severity assessments were carried out for seven days after inoculation of the fungus.
Using the severity data, the Area Below the Disease Progress Curve (AACPD) was
calculated. The data were subjected to analysis of variance, when significant for
control methods and lemon genotypes for EO extraction, they were compared using
the Tukey test, at 5% probability. When significant for concentration, they were
analyzed by regression. The preventive control method, in the in vitro experiment, is
better in controlling the fungus Alternaria alternata. The Amber genotype stood out in
controlling the fungus, both in preventive and curative methods. The EOs of the four
genotypes, in both application methods, provided greater control of the fungus with
increasing EO concentration. In the in vivo experiment there was no difference
between the control methods. The EOs extracted from all genotypes provided greater
control when the highest concentration was used (16uL ml-'). The Amber genotype
showed the greatest control of the fungus.

Keywords: Citrus limon, d-limonene, alternaria brown spot.
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1. INTRODUGAO

A produc¢do mundial de limas acidas e limdes, em 2022, foi de 21,5 milhdes de
toneladas, em 1,3 milhdes de ha, sendo a india, México, China, Argentina e Brasil os
principais produtores (FAOSTAT, 2024). No Brasil, no mesmo ano, a producgéo foi de
aproximadamente 1,6 milhGes de toneladas, numa area de 62,8 mil ha (FAO, 2024),
sendo esses frutos destinados a industrializacdo e ao mercado de frutas frescas.

O interesse dos produtores de limao (Citrus limon) pelo mercado de frutas
frescas vem aumentando, pois este apresenta um grande potencial, visto que o
consumo dessa fruta in natura ainda é pequeno. Os frutos, ndo destinados ao
consumo de frutas frescas, sdo encaminhados para a industria onde serao produzidos
sucos e/ou 6leos essenciais (OEs). Os OEs possuem grande aplicagao na perfumaria,
cosmeética, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos (SILVA-SANTOS et al.,
2006; BAGETTA et al., 2010).

Além das limas acidas e dos limdes verdadeiros, as tangerinas também sao
plantadas no Brasil. No entanto, assim como outros citros, a produgéao de tangerinas
€ caracterizada por uma selecao limitada de variedades, o que a torna vulneravel a
problemas fitossanitarios. Muitas doengas provocam sérios danos as tangerinas, com
destaque para a mancha marrom de alternaria (MMA) causada pelo fungo Alternaria
alternata pv. citri e o Huanglongbing (HLB), causado pela bactéria Candidatus
Liberibacter spp. A incidéncia dessas doengas tém impactado significativamente os
pomares, resultando em consideraveis prejuizos, dificultando a gestdo e produgao
dessa cultura (BASSANEZI et al., 2016; AZEVEDO et al., 2010).

O fungo A. alternata produz uma toxina especifica para o hospedeiro (HST —
Host-specific toxin), sendo que a suscetibilidade a esta toxina esta limitada as
tangerinas e alguns de seus hibridos (AZEVEDO et al., 2010). Os sintomas causados
por esta toxina manifestam-se por meio de lesdes necroéticas em folhas novas, ramos
e frutos, comprometendo a qualidade dos frutos para o consumo. Em casos de
infecc&o intensa pode ocorrer desfolhamento durante os periodos de maior incidéncia
da doenga (TIMMER et al., 2003).

Devido a suscetibilidade da maioria das variedades de tangerina a MMA, os
produtores necessitam realizar diversas aplicagdes de fungicidas para seu controle,

totalizando de 12 a 18 aplicagdes por ano, contribuindo para o aumento do custo de
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producédo (AZEVEDO et al., 2010). Portanto, a preocupacéo em relagao a resisténcia
e a toxicidade dos fungicidas tem impulsionado a busca por alternativas no controle
da doenga, juntamente com os esfor¢gos no melhoramento genético das plantas.

Uma das alternativas para substituir o uso de produtos quimicos € a utilizagcao
de OEs. Diversas pesquisas confirmam a eficacia dos OEs extraidos de plantas, os
quais atuam como fungistaticos naturais ao inibir a atividade de fungos, sem deixar
residuos téxicos para o homem (PEREIRA et al., 2006; ARAUJO NETO et al., 2012).
Esses 6leos agem tanto por meio de sua acado fungitoxica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinagao de esporos, quanto indireta, pela indugéo de
fitoalexinas, sinalizando a presenga de compostos com caracteristicas de elicitores
(SALGADO et al., 2003; BRUM et al., 2012; BIGATON et al., 2013).

A extragdo dos OEs é geralmente realizada através do método de arraste a
vapor, e em alguns casos, pela prensagem do pericarpo de frutos citricos. Flores,
folhas, cascas, rizomas e frutos servem como matérias-primas para sua produgéo,
exemplificadas pelos OEs de rosas, eucalipto, canela, gengibre e laranja,
respectivamente. (BIZZO et al., 2009).

O interesse da comunidade cientifica nos OEs é devido as suas propriedades
antimicrobianas (BAKKALI et al., 2008). Portanto, este tipo de substéncia vegetal
representa uma relevante alternativa no controle de microrganismos patogénicos.
Dessa forma, os OEs surgem como uma opg¢ao ao tratamento quimico convencional,
no qual o uso de fungicidas sintéticos € um dos principais métodos para o controle de
doengas em plantas, por vezes resultando na selegdo de fungos fitopatogénicos
resistentes (SILVA; FRANCISCO; BAPTISTELLA, 2008).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econémica de tangerinas no Brasil

O Brasil € um grande produtor de laranjas, tangerinas e seus hibridos, limas e
limdes, sendo a laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) a cultura citrica
predominante (REIS, 2022). No entanto, a producdo de tangerinas tem ganhado
destaque, elevando o pais a posicao de quinto maior produtor mundial, em 2022, com
uma producado em torno de um milhdo de toneladas (FAOSTAT, 2024). Produgao
consideravelmente menor que a da China, que em 2022, produziu 27 milhdes de
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toneladas, seguida da Turquia, que produziu 1,865 milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2024).

Quando se trata dos principais estados produtores de tangerina do Brasil tem-
se Sao Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parana (IBGE, 2022). A produgao
de tangerinas na regido Sudeste corresponde a 61% do total nacional, totalizando
cerca de 603 mil toneladas, cultivadas em mais de 25 mil hectares, no ano de 2019.
A produtividade alcanga 24 toneladas por hectare no Sudeste, é a mais elevada
dentre todas as regides do Brasil (LANDAU et al., 2020).

Os levantamentos das safras e os dados econdmicos indicam que a producao
de tangerinas no Brasil diminuiu cerca de 12% desde 2011 (IBGE, 2021). O aumento
de doengas, como a MMA tem prejudicado os pomares de tangerinas, resultando em
consideraveis prejuizos e dificultando o manejo e a produgéo dessa cultura.

O tangor Murcott (Citrus reticulata Blanco x Citrus sinensis (L.) Osbeck) e a
tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco) sdo importantes variedades cultivadas no
estado de Sao Paulo, representando boa parte da produgao de tangerinas e hibridos
(CHIARINI et al., 2017). O tangor Murcott € um hibrido que se originou nos Estados
Unidos e foi introduzido no Brasil em 1948, pelo Instituto Agrondbmico de Campinas
(IAC). Desde entao, este hibrido tem sido bem aceito pelos consumidores. Além de
suas caracteristicas qualitativas, o tangor Murcott apresenta resisténcia a leprose dos
citros (Citrus leprosis virus - CiLV) e a clorose variegada dos citros (Xylella fastidiosa)
(CENTRO DE CITRICULTURA SYLVIO MOREIRA, 2019; VEIGA et al., 2019). Em
relacdo a tangerina Ponkan, esta é cultivada mundialmente devido sua alta
produtividade, além de agradar o paladar do consumidor. Apesar da tangerina Ponkan
e do tangor Murcott serem amplamente cultivados, ambas variedades sdo suscetiveis
a MMA (PIO et al., 2006; AZEVEDO et al., 2010).

2.2. Mancha Marrom de Alternaria

O agente responsavel pela MMA é o fungo Alternaria alternata (Fr.) Keissler f.
sp. citri, inicialmente categorizado como Alternaria citri, devido a semelhanca
morfoldgica de suas estruturas com aquelas da espécie que provoca a podridao negra
dos citros. Contudo, analises moleculares levaram a reclassificagdo do agente
causador da MMA como A. alternata patotipo tangerina (STUART et al., 2009;
HUANG et al., 2015).
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Dentro das espécies do seu género, a A. alternata se destaca por abrigar sete
variantes patogénicas, conhecidas como patétipos ou formae speciales, as quais
produzem toxinas hospedeiro-seletivas (Host Selective Toxins - HSTS), responsaveis
por desencadear doengas em hospedeiros especificos (ITO et al., 2004). O patétipo
de A. alternata que € patogénico a tangerina produz uma toxina seletiva ao
hospedeiro conhecida como ACT (Alternaria Citri Toxin), sendo liberada pelo fungo
nos primeiros estagios de infecg&o, afetando folhas, frutos e ramos (TARALLO, 2018).
Esta toxina é a responsavel pelos sintomas de manchas necroéticas, podendo ou nao
apresentar um halo clorético nos 6rgaos afetados. Além de ser toxica para as
tangerinas e seus hibridos, a toxina ACT também afeta toranjas e laranjas doces, mas
nao demonstra sintomas em limdes (GAl et al., 2019).

Os esporos do fungo A. alternata tém capacidade de se dispersar faciimente
pelo ar, sendo liberados em condicdes de chuva ou alta umidade relativa. Ao
encontrar tecidos suscetiveis, como frutos, ramos e folhas jovens, os esporos
germinam (TIMMER et al., 2003; STUART et al., 2009). Os primeiros sintomas nas
folnas surgem entre 24 e 36 horas apds a infecgdo, sendo pequenas manchas
escuras, variando de tonalidade marrom a preta, podendo ou n&o apresentar um halo
clorético ao redor. Com o tempo essas manchas podem expandir-se e cobrir toda a
superficie foliar (AZEVEDO et al., 2010). Os sintomas caracterizam-se por lesdes
necrosadas em ramos, frutos, tecidos verdes imaturos ou em fase de crescimento,
podendo causar desfolhamento intenso durante os periodos de maior infec¢ao devido
a necrose das folhas. Quando se tem frutos maduros afetados pelos sintomas, estes
acabam perdendo seu valor comercial para consumo in natura (TIMMER et al., 2003;
STUART et al., 2009).

As brotagdes novas sao altamente suscetiveis a MMA, e como sao
responsaveis pela floragao subsequente, isso pode resultar em significativas perdas
de produgdo no ano e da safra seguinte. Quando os sintomas surgem nas brotacoes
novas, estas adquirem uma aparéncia semelhante a requeima. Por outro lado,
quando surgem em ramos mais finos, as lesbes sao pequenas e corticosas. As
condigbes propicias para a infecgdo do material vegetal afetado ocorrem com
temperaturas entre 20 a 27°C e em torno de 10 a 12 horas de molhamento foliar
continuo (TIMMER et al., 2003).

A MMA representa um desafio quanto ao seu controle, pois o fungo possui uma
alta capacidade de disseminacgao e esta amplamente presente nas principais regides
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citricolas do Brasil, onde encontra condigbes extremamente propicias para proliferar
(MARTELLI, 2011; AZEVEDO et al., 2019). O manejo da doenga no campo requer
aplicagdes frequentes de fungicidas, resultando em um aumento significativo nos
custos de producéo. Isso tem impactado os produtores de tangerinas, muitas vezes
levando-os a considerar a possibilidade de descontinuar seus pomares (AZEVEDO
et al., 2010).

O controle da MMA deve ser preventivo e empregar uma combinagao de
praticas culturais integradas, utilizando diversas ferramentas e manejos, fomentando
a sustentabilidade da producdo (BHATIA et al., 2003; TIMMER et al., 2003;
MILANEZE, 2013). Entre as praticas culturais que contribuem para o controle estao:
a realizagc&do de podas de limpeza (remogdo de galhos ou ramos secos, doentes ou
improdutivos); o aumento de espagamento entre as plantas; a eliminagédo de restos
culturais; redugao de aplicagdes pulverizadas (finalidade de evitar a disseminagao do
conidio e tempo de molhamento superficial) e evitar excesso de adubacgbes
nitrogenadas que favoregam a brotagao excessiva das plantas. (SWART et al., 1998;
VEGA e DEWDNEY, 2014; FERREIRA et al., 2016).

2.3. Limoes

A origem do lim&o [Citrus limon (L.) Burm. f.] ainda € muito debatida, no
entanto, a hipétese mais aceita sugere que seja um hibrido originario da india. Sua
entrada na Europa ocorreu no século Xl, durante as Cruzadas, e sua introdugédo no
Continente Americano ocorreu durante as Grandes Navegagdes, especialmente com
a chegada de Cristovao Colombo as Américas, em 1492 (PIO et al., 2005).

A analise dos numeros referentes a producado e comercializagdo de limao é
desafiadora, dada a inclusdo das limas acidas Tahiti (Citrus latifolia (Yu. Tanaka)
Tanaka) e Galego (Citrus aurantifolia (Christm) Swingle) na categoria de "limdes". No
entanto, estima-se que, globalmente, 70% da producdo seja de limao, enquanto o
restante compreende limas acidas. No Brasil, a situagdo é antagbnica, sendo a
producdo de limas acidas muito mais expressiva que a de limées (AMARO et al.,
2003).

O limoeiro € uma planta com habito de crescimento ereto e bastante vigoroso,
suas folhas apresentam formato oval e coloracdo verde clara, os ramos possuem
espinhos de diversos tamanhos e as flores de coloragao roxo purpureo (FERREIRA

et al., 2018). Um dos principais gendétipos de limao cultivado é o Siciliano. Este € o
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mais plantado tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos, apresenta frutos de
tamanho médio, baixa quantidade de sementes e elevado teor de suco, sendo muito
valorizado no mercado de frutas frescas (PIO et al., 2005).

O limao tem diversas aplicagdes e aproveitamentos, os frutos de alta qualidade
sao destinados ao consumo no mercado de frutas frescas, enquanto aqueles que nao
atendem a esses critérios sao direcionados para a producdo de suco concentrado,
OEs e pectina (LANDA, 2014). Grande parte do limao produzido no Brasil € destinado
ao mercado interno, sendo utilizado principalmente pela industria de refrigerantes,
enquanto uma pequena fragao é direcionada para o consumo in natura (AMARO &
MAIA, 1997).

A fim de garantir uma boa comercializagao de frutas in natura, é primordial que
o material atenda a requisitos de qualidade fisico-quimica. Esses critérios incluem a
coloracao e aspecto externo da casca, tamanho apropriado, espessura adequada da
casca, equilibrio adequado de acidez e sdlidos soluveis no suco, aroma agradavel,
baixa presenca de sementes, boa capacidade de conservagao e resisténcia ao
transporte (P10, 1992).

2.4. Oleo essencial de limao

O termo “bleo essencial” tem sua origem no termo "Quinta essentia", que surgiu
no século XVI pelo reformador da medicina Paracelsus Von Hohenheim para se referir
a essa substancia (BURT, 2004). Geralmente sdo obtidos por processos de vapor ou
hidrodestilagdo, inicialmente desenvolvidos pelos arabes na Idade Média. Esses
Oleos sado conhecidos devido suas propriedades antissépticas, abrangendo acao
bactericida e fungicida, bem como por suas aplicagbes medicinais e fragrancias
distintivas (BAKKALI et al., 2008).

O emprego de fungicidas sintéticos representa um dos principais meios de
controle de doengas em plantas. No entanto, a utilizagdo frequente desses produtos,
com o mesmo principio ativo, pode resultar na selegao de fungos fitopatogénicos
resistentes, levando a reducgéo da eficacia do fungicida (SILVA et al., 2008). Nesse
contexto, uma alternativa favoravel em comparacdo ao tratamento quimico
convencional € a aplicagcao de produtos naturais (GOMES, 2011). Diversas pesquisas
com OEs obtidos de plantas mostram que estes atuam como fungicidas naturais,

inibindo a atividade de fungos sem deixar residuos nocivos para os seres humanos
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ou os alimentos tratados (PEREIRA et al., 2006; ARAUJO NETO et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2013).

OEs s&o complexas misturas de substancias lipofilicas volateis, geralmente
liquidas e com aroma, extraidas de matérias-primas vegetais. Sua denominagao
provém das propriedades fisico-quimicas, sendo a volatilidade a caracteristica
primordial que os diferencia de outros tipos de oleos, tornando-os soluveis em
solventes organicos apolares. Sua composi¢cdo abrange uma ampla variedade de
classes de compostos, incluindo hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas e cumarinas. De modo geral, os OEs sao instaveis,
principalmente quando expostos a luz, calor, umidade, ar e metais (SIMOES et al.,
2007)

A produgédo de OEs nao é determinada apenas por fatores genéticos ou pela
fase de desenvolvimento das plantas, mas também por uma série de elementos
ambientais que afetam as alteragdes bioquimicas e fisioldgicas. Essas modificagbes
resultam em variagdes na quantidade e na composi¢ao do OE, o que por sua vez
influencia e pode prejudicar o aroma produzido pela planta (GOBBO-NETO e LOPES,
2007).

Nos OEs de citros, em geral, o D-limoneno € o mais expressivo componente
dos dleos, atingindo concentragdes de 70 a 96%. Os dois enantibmeros do limoneno
s&o os mais abundantes monoterpenos na natureza. S-(-)-limoneno é principalmente
encontrado numa variedade de plantas e ervas como Mentha spp,, enquanto R-(+)-
limoneno é o componente principal dos 6leos das cascas de limao e laranja,
possuindo fungbdes naturais como a prevencdo da desidratacdo e a inibicao de
crescimento microbiano nos vegetais. (DEMYTTENAERE et al. 2004; LADANIYA,
2008).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito dos OEs, extraidos de casca de gendtipos de limdo, em

diferentes concentragdes, no controle da MMA, causada pelo fungo Alternaria
alternata.
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3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito dos OEs extraidos de casca de genétipos de lim&o, no controle
preventivo e curativo do fungo (A. alternata) em folhas destacadas de tangor Murcott
IAC 221;

Avaliar o efeito dos OEs extraidos de casca de gendtipos no controle
preventivo e curativo do fungo (A. alternata), no campo, em plantas de tangor Murcott
IAC 221.

4. MATERIAL E METODOS

Uma Colecédo de Trabalho de Citros foi estabelecida em 2015/2016 em uma
area total de 29 hectares. Nessa area, 720 diferentes acessos foram implantados,
contendo representantes de diferentes grupos horticolas (tangerinas, clementinas,
tangores, laranjas, limas doces, limas acidas, limao e diferentes grupos de porta-
enxertos) enxertados em limao Cravo.

Os gendtipos estdo em ensaio instalado no Centro de Citricultura Sylvio
Moreira do Instituto Agronédmico (IAC) em Cordeir6polis-SP, nas coordenadas
geograficas: 22° 32’ de latitude sul e 47° 27’ de longitude-oeste, altitude de 639 m,
clima do tipo Cwa, de acordo com o sistema internacional de Képpen, e com solo
classificado como Latossolo Vermelho Escuro-Distréfico, textura argilosa. Dessa
colegéo selecionou-se para este trabalho quatro gendtipos de lim&o: Siciliano (Figura
1 A); Eureka (Figura 1B); Harvey (Figura 1C) e Amber (Figura 1D).
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Figura 1. Genotipos de liméo, Limao Siciliano (A), Limao Eureka (B), Limao Harvey
(C), Limao Amber (D).

4.1. Extracao dos 6leos essenciais

Para extragdo dos OEs foram coletados 80 frutos de cada gendtipo. Esses
foram lavados, higienizados e posteriormente descascados, mantendo o albedo na
casca. As cascas foram cortadas manualmente em pedagos de aproximadamente 1
cm? (Figura 2 A). Os OEs foram extraidos através do processo de hidrodestilagdo por
arraste a vapor, utilizando-se o aparelho tipo Moritz (Figura 2 B), com
aproximadamente 300 gramas de cascas por extragdo, durante um periodo de 3
horas (TEIXEIRA et al., 2014). Os OEs foram coletados e armazenados em frascos

ambar (protegidos da luz), a 4 °C.
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A B

Figura 2. Casca de limao picada (A), Aparelho tipo Moritz para destilagdo por arraste

a vapor (B).

4.2. Isolado do fungo Alternaria alternata e preparagao do inéculo

O isolado de A. alternata foi obtido a partir de lesdes tipicas da doenga em
frutos de tangor Murcott, variedade altamente suscetivel. Para obtencao do isolado
foi utilizada a metodologia descrita por PEEVER et al. (1999) com modificagbes
AZEVEDO et al. (2010). As lesbes foram retiradas dos frutos e desinfestadas com
etanol 70%, hipoclorito 3% e agua destilada, sendo incubadas, em seguida, em placas
de Petri contendo meio BDA (200g batata, 20g de dextrose e 14g agar L-'). Nas placas
foi acrescentado o fungicida carbendazin (640 mg L"), o qual ndo possui efeito sobre
o patdgeno, apenas a outros fungos oportunistas. As placas foram mantidas em BOD,
com fotoperiodo de 12 horas, a aproximadamente 27°C, durante 48 horas.

ApoOs as 48 horas, foram identificadas nas placas, com o auxilio de um
microscopio Optico, hifas caracteristicas do patdogeno, em seguida realizou-se a
dissolugéo em série com agua destilada até a concentragéo de 10" conidios ml' para
a obtencéao do isolado monospdrico. A solucdo do isolado monospdrico foi transferida
para outras placas de Petri contendo meio BDA.

O preparo do indculo foi realizado através da transferéncia de discos invertidos
de micélio do fungo (8 mm de didametro) para a placa de Petri contendo a mesma

condicdo do isolado, sendo mantidas em BOD durante sete dias, com fotoperiodo de
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12 horas, a aproximadamente 27°C, conforme metodologia de CANIHOS et al. (1999).
Apobs o crescimento micelial foram adicionados 10 ml de agua destilada na superficie
da placa, e com o auxilio de uma alga de drigalski esterilizada foram retirados os
conidios da superficie da placa. A suspensao foi filtrada em uma camada de gaze
esterilizada para a retirada de fragmentos miceliais advindos da placa, e em seguida
ajustada a concentracdo para 10° conidios ml', com o auxilio da cadmara de

Neubauer.

4.3. Controle preventivo e curativo em folhas destacadas (in vitro)

A partir de testes de inibicao de crescimento micelial realizado in vitro (dados
nao apresentados) (DEVITE, 2021), foram estipuladas as concentragdes dos OEs dos
quatro gendtipos de limao, sendo: 0 (testemunha), 2, 4, 8 e 16 uL ml-' do OE junto
com Tween 80 na proporgéo de 1% do volume do meio, e a testemunha com apenas
agua destilada. Em tubos de ensaio estéreis foram adicionadas solugdo de agua e
Tween 80, acrescentando a aliquota de OE para obtencao da concentragao desejada,
em seguida, foi agitado até completa homogeneizagéo.

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x4x5, sendo dois métodos de controle (preventivo e curativo), quatro
genotipos de limao para extragdo de OE (Amber, Eureka, Harvey e Siciliano) e cinco
concentracgdes de OE (0, 2, 4, 8 e 16 yL ml-"), com trés repetigdes por concentragio,
sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri composta por trés folhas
jovens de tangor Murcott.

As plantas de tangor Murcott, mantidas em estufa, tinham 12 meses de idade
e estavam enxertadas em limao Cravo (C. limonia Osbeck). Quinze dias antes da
coleta foi realizada uma poda no topo das plantas, com o objetivo de estimular novas
brotagdes. As folhas novas destacadas das plantas tinham cerca de 2-4 cm de
comprimento. Apds coletadas, as folhas foram lavadas em &gua corrente e
acondicionadas em placas de Petri, contendo uma camada de papel de filtro e uma
pequena porgao de algoddo umedecido para manter a umidade na placa.

O teste de controle preventivo foi instalado aplicando-se com uma pipeta
automatica, 1 ml das diferentes concentracbes da solucdo com d6leo essencial +
Tween 80 na face abaxial das folhas. Duas horas apds, quando as folhas estavam
secas, foi borrifado 1 ml da solugdo de 105 conidios.ml-' do patégeno (obtido conforme
o item 4.2) e em seguida mantidas em BOD a aproximadamente 27°C+ 2°C com
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fotoperiodo de 12 horas. Para o teste de controle curativo, as folhas foram inoculadas
com a solucao de fungos e mantidas 24h em BOD. Apds 24h, foi aplicada as solugbes
com O6leo essencial + Tween 80 (Figura 3). As avaliagées de severidade ocorreram
por sete dias consecutivos.
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Figura 3. Folhas de tangor Murcott infectadas com MMA in vitro no controle curativo.
(Fonte: Devite, 2021).

4.4. Controle preventivo e curativo no campo (in vivo)

Foram utilizadas plantas de tangor Murcott, enxertadas em limao Cravo, com
dois anos de idade, localizadas na Quadra 6 da coleg¢ao de trabalho do Centro de
Citricultura Sylvio Moreira. Foram selecionados ramos que apresentavam folhas
novas, com aproximadamente 2-4 cm de comprimento, localizadas no tergo superior
das plantas. O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x4x3, com trés repeticoes, sendo dois métodos de controle
(preventivo e curativo), quatro gendtipos de limao para extragao de 6leo essencial
(Amber, Eureka, Harvey e Siciliano) e trés concentragbes de oleo essencial (0, 8 e 16
L mI-"), as quais foram selecionadas a partir dos resultados obtidos no experimento in
vitro em folha destacada. Cada repeticdo foi composta por uma planta de tangor
Murcott, sendo avaliadas quatro folhas de trés ramos diferentes da mesma planta.

O teste de controle preventivo foi instalado aplicando-se com um borrifador,
aproximadamente 1 ml das diferentes concentragdes da solugdo com OE + Tween 80

(1%), na face abaxial das folhas (Figura 4A). Apos duas horas da aplicagéo da solugéo
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foi aplicado 1ml da solugdo de 108 conidios.ml"' do patégeno (Figura 4B). Para o teste
de controle curativo, as folhas foram inoculadas, e apds 24h, foi aplicada a solugao
com OE + Tween 80. Para ambos os métodos de controle, apds a inoculagdo do
patdgeno, os ramos foram mantidos em camara umida para que se tenha as
condigdes de umidade necessarias para a infecgdo do fungo. Para isso, os
tratamentos foram cobertos com um saco plastico transparente (12 x 20 cm), preso
com fita adesiva para manter a umidade (Figura 4C). Apés a montagem do
experimento, foi avaliado durante sete dias a severidade dos sintomas na folha
(Figura 4D).

Figura 4. Aplicagdo da solugéo de OE + Tween 80 (1%), na face abaxial das folhas
de Murcott (A), Folhas apds a aplicagéo da solugao de esporos (B), Ramos de tangor

Murcott em camera umida (C), Sintomas de MMA em folhas de tangor Murcott (D).
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4.5. Avaliagdes de Severidade e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(AACPD)

As avaliagbes das lesdes (in vitro e in vivo), ocasionadas pelo fungo A.
alternata, ocorreram através da observagao da presenca de sintomas tipicos da
doenca. Posteriormente, foram realizadas determinacdes da area lesionada conforme
descrito por MARTELLI et al. (2016), representando os niveis de sintomas em dez
notas ilustradas, onde “0” representa folha sem sintomas, e as notas de severidade:
0,3; 3,5; 8; 15; 34; 61; 80; 90 e 97 por cento de area foliar sintomatica (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo de escala diagramatica de dez niveis para determinar a
porcentagem de area foliar com sintoma da mancha marrom de alternaria causada
por Alternaria alternata (Fonte: MARTELLI et al., 2016).

Utilizando os dados de severidade, foi calculada a AACPD que é expressa pela
plotagem da propor¢do de doenga. Calculada pela formula de Shaner e Finney

(1977): AACPD = ¥n-1 [(Yi+1 + Yi)/2] * [(Ti+1 - Ti)]; onde:

n — & o numero de observagdes/avaliacdes;
Yi — propor¢ao da doencga na “i’- ésima observagao/avaliagao;

“ ”

Ti— € o tempo em dias na “i"- ésima observagao/avaliagao.

4.6. Analise dos dados
Os dados foram submetidos a analise de variancia, quando significativos para

meétodos de controle e gendtipos de limao para extragdo de OE, foram comparados
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pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Quando significativo para concentragéo

foram analisados por regressao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Controle preventivo e curativo em folhas destacadas (in vitro)

No método de controle preventivo, o OE extraido do gendtipo Amber
proporcionou menor severidade da MMA nas folhas nas concentragdes de 2, 4, 8 e
16 yL mL-', comparado aos demais gendétipos (Figura 6). O OE do gendtipo Amber
proporcionou menor severidade nas folhas no método preventivo em relacdo ao
curativo, nas concentracées de 2, 4, 8 e 16 uL ml" (Figura 6). No controle preventivo
e curativo a severidade do fungo A. alternata diminuiu a medida que a concentragao
dos OEs aumentou (Figura 6). Os resultados deste trabalho corroboram com os
obtidos por Moura et al. (2022) que avaliaram o efeito curativo e preventivo dos OE
de laranja doce (Citrus vulgaris) e limao siciliano no controle da antracnose em frutos
de banana e pimentdo nas concentracdes de 0,05 e 0,1% (10 pL). Os autores
observaram que maiores concentragdes de OEs (1%) no método curativo, foram mais
eficientes no controle dos patogenos Colletotrichum musae e Colletotrichum
gloeosporioides.

No método preventivo, o gendtipo Amber exibiu os menores valores de AACPD
nas concentracdes de 2, 4, 8 e 16 yL ml-! (Figura 7). O gendtipo Amber apresentou
menor AACPD no método preventivo em todas as concentragdes, em relagdo ao
método curativo (Figura 7). Os OEs dos quatro gendtipos, nos dois métodos de
aplicagao, proporcionaram menor AACPD com o aumento da concentragao dos OEs
(Figura 7). Esses dados corroboram com Devite et al. (2021) que avaliaram os efeitos
inibitérios dos OEs, pelos métodos preventivo e curativo, em diferentes concentracoes
(1,2, 4,8 e 16 uyL mI"). O OE da tangerina IAC 2019 Maria apresentou maior inibi¢éo
do crescimento do fungo, no método de controle preventivo e curativo, na
concentracéo de 16 yL ml".

Destaca-se que a efetividade dos efeitos dos OEs requer o uso em
concentragdes que podem variar conforme o patégeno alvo e a cultura avaliada. O
impacto antifungico dos OEs também esta relacionado a composi¢gao quimica unica
de cada um, influenciando direta ou indiretamente a atividade biolégica e a
sensibilidade dos microrganismos aos OEs. (ANTUNES; CAVACO, 2010).

24



Preventivo Curativo

-

(o]
o
(%4
(4
4
(]
[]
]
[]
]
]
[]
(]
]
)
]
(]
l

Severidade (%)
N
o
1]
[4
Severidade (%)
B (2] [0}
o o

N

o
N
o

# Siciliano A Amber @ Harvey BmEureka

o
o

0 4 8 12 16 0 4 8 12 16

Concentragdo pyL mL-1 Concentracdo pL mL-1
Oleo essencial Equacgao R?

Amber (Preventivo) y = 0,3316x? - 8,080x + 88,289 0,90
Eureka (Preventivo) y = 0,0860x? - 2,685x + 92,932 0,96
Harvey (Preventivo) y =0,1310x2 - 4,024x + 94,638 0,99
Siciliano (Preventivo) y = 0,0815x2 - 2,447x + 94,314 0,98
Amber (Curativo) y = 0,0643x2 - 1,940x + 94,557 0,97
Eureka (Curativo) y = 0,1059x2 - 2,849x + 93,756 0,95
Harvey (Curativo) y =0,0637x? - 2,048x + 93,631 0,97
Siciliano (Curativo) y = 0,0768x? - 2,258x + 95,661 0,96

Figura 6. Severidade do fungo A. alternata em folhas destacadas em diferentes
concentragdes de 6leo essencial de diferentes gendtipos, no controle Preventivo e
Curativo — teste in vitro (Cordeiropolis, 2022).
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Harvey (Curativo) y =4,9667x? - 180,87x + 7340,3 0,99
Siciliano (Curativo) y =5,8777x%-177,59x + 7377,5 0,97

Figura 7. Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenga (AACPD) para controle

Preventivo e Curativo - teste in vitro.

5.2. Controle preventivo e curativo no campo (in vivo)

No experimento in vivo ndo houve diferenga entre os métodos de controle para
as avaliagbes de severidade e AACPD (dados ndo demonstrados). Esse resultado
indica, que em condi¢cdes de campo, 0 momento da aplicagdo do OE (preventivo x
curativo) nao influenciou o controle da doencga.

Os OEs extraidos de todos os gendtipos proporcionaram menor severidade
quando foi utilizada a maior concentragédo (16uL ml') (Figura 8). Esses resultados
corroboram com TUNDIS et al. (2012) e PIRES e PICCOLI (2012), onde os OEs do

género Citrus também indicaram eficiéncia na inibigdo de crescimento do patégeno
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nas maiores concentragbes, mostrando a efetividade de OEs deste género como
agente microbiano.

Nas concentracées de 8 e 16 uL ml', o OE extraido do gendtipo Amber
apresentou maior controle do fungo. As folhas tratadas com OE extraido do gendtipo
Eureka, nas concentracées de 8 e 16 yL ml', apresentaram menor severidade
quando comparado ao tratamento com OE extraido do Harvey e Siciliano (Figura 8).

Para todos os gendtipos a AACPD foi inferior nas concentragdes 8 e 16 yL ml-
1 em relagao a testemunha (0 yL ml-") (Figura 9). Nas concentragdes 8 e 16 uL ml,
o OE extraido do gendtipo Amber proporcionou menor AACPD, consequentemente
menor crescimento do fungo A. alternata ao longo dos sete dias de avaliagado, quando
comparado aos demais genoétipos. Na concentragdo 16 uL ml-', o gendtipo Harvey,
apresentou menor AACPD, quando comparado ao Eureka e Siciliano (Figura 9). A
efetividade dos Oleos variou entre os gendtipos de onde foram extraidos. A
composi¢ao quimica de cada OE pode influenciar sua eficacia.

A capacidade lipofilica dos fitos componentes presentes nos OEs permite a
penetracdo na membrana dos fungos, ocasionando em danos na integridade da
membrana celular (JING et al.,, 2018). Essa agado dos OEs extraidos dos citros é
devido a acédo sinérgica de todos os componentes. Segundo RAMMANEE e
HONGPATTARAKERE (2011), compostos como limoneno puro, citronelal e citronelol
foram 5 a 6 vezes menos eficazes como fungicidas do que os OEs naturais, indicando
a atividade sinérgica de muitos compostos ativos presentes em OEs. Como os OEs
extraidos de diferentes genadtipos tém proporgdes diferentes de cada componente,

esse efeito sinérgico é variavel.
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Figura 8. Severidade in vivo do fungo A. alternata em diferentes concentragbes de
Oleo essencial de diversos gendtipos (Cordeirépolis, 2024).

*Médias seguidas pela mesma letra minUscula entre gendétipos na mesma dose e letras maiusculas

dentro do mesmo gendtipo em doses diferentes nao diferem significativamente (Tukey, 5%).
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Figura 9. AACPD in vivo do fungo A. alternata em diferentes concentragdes de oleo
essencial de varios gendtipos (Cordeirépolis, 2024).

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula entre gendtipos na mesma dose e letras maiusculas

dentro do mesmo genétipo em doses diferentes n&do diferem significativamente (Tukey, 5%).

6. CONCLUSAO

O método de controle preventivo, no experimento in vitro, € melhor no controle
do fungo Alternaria alternata. O genotipo Amber destacou-se no controle do fungo,
tanto no método preventivo quanto no curativo. Os OEs dos quatro gendtipos, nos

dois métodos de aplicagao, proporcionaram maior controle do fungo com o aumento
da concentragao dos OEs.
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No experimento in vivo ndo houve diferenga entre os métodos de controle. Os
OEs extraidos de todos os gendtipos proporcionaram maior controle quando foi
utilizada a maior concentragdo (16uL ml'). O gendtipo Amber apresentou o maior
controle do fungo.
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